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FUT8 および p53 は，HCC の発症・進展に関与していることが示唆されているが，これまで
FUT8 と p53 の関連性について解析した報告はない．そこで本研究では，FUT8 の発現に p53 が
転写因子として作用するか否かを明らかにすることを目的とした．また，われわれはフコシル化蛋
白産生水癌細胞に対するフコース結合リポソーム(Fuc-Lip)を用いた細胞標的療法の有効性を明ら
かにしてきた(PLoS One, 2012)．AFP-L3産生 HCC においても，フコース要求度が上昇している
ことが想定された．したがって，同細胞への Fuc-Lip の特異的な送達を証明すると同時に，p53
が FUT8 を活性化することにより，Fuc-Lip の細胞への送達効果が上昇するかを検討することと
した．さらに，Sorafenib 内包化 Fuc-Lip の AFP-L3 産生 HCC 細胞に対する抗腫瘍効果を，p53
賦活化剤である histone deacetylase inhibitor(HDACi)存在下に in vitroおよび in vivoで解析す
ることを目的とした． 
研究方法 





2）p53活性化および p53不活化による FUT8蛋白の変化の検討 
FUT8 は p53 の転写標的分子である可能性がある．そこで，HepG2 細胞に adenovirus-p53 
(Ad-p53) を感染させることで wild type(wt)-p53を強制発現させ，ウエスタンブロット法で FUT8
蛋白の変化を検討した．また siRNAにて p53を knock downし，FUT8蛋白の変化を検討した． 


















我々は以前に HDACi が p53 を活性化することを報告した(Cancer Res, 2003)．そこで HDACi
である suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA)を HCC細胞に暴露し，p53を活性化させ，FUT8
蛋白の変化を検討した．SAHAは 0，1，5 µMの濃度で 6時間暴露した．PBSで 2回洗浄し，48
時間培養後，ウエスタンブロット法にて FUT8の蛋白発現が増加するか検討した． 
7）Flow cytometryによる Fuc-Lip-Cy5.5の細胞内への取り込み 
各細胞株をプレートに 5×105 個ずつ撒き，24 時間後に F0-Lip-Cy5.5，F25-Lip-Cy5.5，
F50-Lip-Cy5.5を 30分暴露し，その取り込みを Flow cytometryで検討した．また，同時に SAHA
処理による Fuc-Lip-Cy5.5の細胞内への取り込みの変化を検討した．  
8）BrdU assayによる細胞株での抗腫瘍効果 
各種 HCC細胞株を 96wellプレートに 5×103個ずつ撒き，24時間培養後に F0-Lip-Sorafenib，




撒き，24 時間培養後に SAHA を 1µM の濃度で 6 時間加え，その後，F0-Lip-Sorafenib，
F50-Lip-Sorafenibを 2時間暴露し，PBSで洗浄後，48時間培養し生細胞を BrdU assayで検討
した． 
9）皮下腫瘍モデルでの抗腫瘍効果の解析 
皮下腫瘍モデルを AFP-L3高産生株であるHepG2を 2×106個接種し作製した．腫瘍径が 5 mm
と な っ た 段 階 で ， Vehicle 群 ， SAHA(1 mg/kg) 群 ， F0-Lip-Sorafenib(1 mg/kg) 群 ，
F50-Lip-Sorafenib(1 mg/kg)群，F50-Lip-Sorafenib(1 mg/kg)+SAHA(1 mg/kg)群に分け治療を開
始した．SAHAは腹膜内投与とし，Fuc-Lip-Sorafenibは尾静脈より週に 2回投与した．投与開始
後，週 2回，腫瘍径を計測した．なお，D-マンノース 5 mgを治療の 5分前に尾静脈より投与した． 
10）皮下腫瘍モデルの病理組織学的検討 
皮下腫瘍モデルを治療開始 45日目に解剖し，腫瘍部を切り出した．HE染色，TUNEL染色を行




FUT8のプロモーター領域に p53の DNA結合コンセンサス配列が 2か所存在していた．コンセ
ンサス結合配列の合致率はそれぞれ 80%，60%であり，biding site(BS)-1，BS-2とした． 
2) p53活性化および p53不活化による FUT8蛋白の変化の検討 
HepG2細胞に Ad-p53を感染させ p53を強制発現させたところ，FUT8蛋白の発現が増加した．
また p53を siRNAで knock downしたところ，FUT8蛋白の発現は低下し，FUT8の発現は p53
依存的であることが示唆された． 
3) ChIP assayによる p53の結合部位の検討 
ChIP assayの結果，p53は BS-1に結合することが示された． 
4) 細胞株のスクリーニング 
ウエスタンブロットの結果，HepG2および JHH7で p53が検出され，JHH6では p53は検出さ
れなかった．また AFP-L3 の産生は HepG2 および JHH7 で認められたが，JHH6 では認められ
なかった． 
5）フコース結合リポソームの作成 
Cy5.5 内包化リポソーム(F0-Lip-Cy5.5，F25-Lip-Cy5.5，F50-Lip-Cy5.5)および Sorafenib 内包
化リポソーム(F0-Lip-Sorafenib，F50-lip-Sorafnib)の作製に成功した．平均粒子径は約 80‐
90nm(Cy5.5 内包時)，約 120nm(Sorafenib 内包時)で，F0～F50 まで均一であった．Z ポテンシ
ャルいずれも-80mV未満であった．内包化された Sorafenibの濃度は 1 mg/mlであった． 
6）HDACiによる FUT8蛋白の変化の検討 
HepG2 および JHH6 に SAHA を暴露し，ウエスタンブロットを施行したところ，wt-p53 を有
する HepG2で FUT8蛋白の増加が認められた． 















大多数の細胞にアポトーシスが誘導されていた．                                     
 
考察                                        
 本研究の結果から，HCC では，p53が FUT8の転写因子の一つであることをはじめて見出し，
p53 によって FUT8 が活性化され，AFP-L3 産生が増加する可能性が示唆された．また，wt-p53






HCC は多くの化学療法に耐性を示し，難治性である．Fuc-Lip は AFP-L3 産生 HCC 細胞に特
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本研究は，Sorafenib 内包化フコース結合リポソームと HDACi の併用が，肝細胞癌に対す
る新規治療戦略となる可能性を示唆し，学位論文として十分に値するものであると考えられ
た． 
 
 
